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ADN: Ac. desoxirribonucleico. 
AFLPs: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de amplificación. 
ARN: Ac. ribonucleico. 
ARNr: Ac. ribonucleico ribosomal. 
ARNt: Ac ribonucleico de transferencia. 
ATCC: Colección de cultivo tipo americano. 
G+C: Guanina + citosina. 
Kb: Kilobases. 
MDA: Megadalton 
pb: Pares de bases. 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 
PPLO: Organismos similares al de la pleuroneumonía. 
RAPDSs: Amplificación aleatoria de ADN polimórfico. 
Tm: Temperatura de melting. 
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Los Mycoplasma pertenecen a la clase Mollicutes y son los microorganismos 
procariotas autoreplicables más pequeños que existen en la naturaleza. Estos organismos 
carecen de pared celular y tienen una limitada capacidad biosintética, lo cual hace 
necesario una estricta dependencia del huésped para su nutrición y refugio. Los 
Mycoplasma son habitantes  de las superficies mucosas respiratoria, urogenital, 
conjuntival, el tracto gatrointestinal y glándula maria, pudiendo causar  enfermedad 
respiratoria, otitis, mastitis, artritis, enfermedad reproductiva, meningitis y conjuntivitis 
en bovinos. Existen más de once especies de Mycoplasma que se han aislado de bovinos, 
entre ellas, M. bovis se considera la más prevalente en los EE.UU. y en algunos países 
de Europa. Por lo tanto, la mayoría de la información actual proviene de reportes de 
casos y trabajos de investigación realizados sobre esta especie. 
El objetivo general de este trabajo fue determinar las especies de Mycoplasma que 
producen infecciones en el ganado bovino en Argentina y desarrollar un método de 
identificación de las especies prevalentes. Para ello, se realizó una búsqueda del agente 
infeccioso en muestras de  leche de tanque, leche de vaca individual y órganos de 
terneros. Posteriormente se llevó a cabo la puesta a punto de dos técnicas de 
MULTIPLEX-PCR para la identificación de M. bovis, M. californicum, M. canadense y 
M. leacchi. Es la primera vez que se reportan el aislamiento de M. leacchi en Argentina. 
Este desarrollo facilitara la identificación de las e pecies de Mycoplasma más 




Mycoplasma belong to the class Mollicutes and are the smallest s lf-replicating 
prokaryotic microorganisms that exist in nature. These organisms lack the cell wall and 
have a limited biosynthetic capacity, which determines a strict dependence on the host 
for their nutrition and shelter. Mycoplasma are inhabitants of the respiratory, urogenital, 
conjunctival mucosal surfaces, gatrointestinal tract and mammary gland; being able to 
cause respiratory disease, otitis, mastitis, arthritis, reproductive disease, meningitis and 
conjunctivitis. There are more than eleven species of Mycoplasma that have been 
isolated from cattle, among them, M. bovis is considered the most prevalent in the USA 
and in some European countries. Therefore, most of the current information comes from 
case reports and research work on this species. 
The general objective of this work was to determine the species of Mycoplasma that 
produce infections in dairy cattle in Argentina and to develop a method of identification 
of the most prevalent species. For this purpose, a search of the infectious agent was 
carried out on samples of bulk tank milk, individual cow's milk and calf organs. Then, 
the organisms were identified to species level and two techniques of MULTIPLEX-PCR 
were developed, through which M. bovis, M. californicum, M. canadense and M. leacchi 
could be identified in a simple way. This is the first report of isolation of M. leacchi 
from diseased cattle in Argentina. This development will facilitate the characterization 



































I.1. Agente etiológico 
 
Los microorganismos del genero Mycoplasma pertenecen a la clase Mollicutes 
del latín Molli : blando y cutes: piel (“piel blanda”) y son los procariotas auto replicables 
más pequeños que existen en la naturaleza. Los mollicutes son considerados parásitos en 
el hombre, animales, plantas y cultivos de células. Inicialmente fueron llamados 
organismos tipo pleuroneumonía (PPLO por su sigla en inglés) en vista de su similitud 
con el agente causante de la perineumonía contagiosa bovina (PCB) (Hayflick, 1965). 
Estos organismos se distinguen de los demás procariotas por carecer de pared celular, lo 
que explica algunas propiedades que les son únicas, como la susceptibilidad al choque 
osmótico, la gran plasticidad celular, que da lugar a la formación de las típicas colonias 
en forma de “huevo frito” y la extrema sensibilidad  cambios de pH, temperatura, 
presión osmótica, rayos ultravioletas, agentes tensoactivos, anticuerpos y complemento. 
Además presentan una marcada resistencia a la acción de antimicrobianos, como ß–
lactámicos que interactúan directamente en la síntesis del peptidoglucano. Son 
habitantes de las superficies mucosas respiratoria, u ogenital, conjuntival, el tracto 
gastrointestinal y glándula mamaria, pudiendo causar en bovinos enfermedad 
respiratoria, otitis, mastitis, artritis, enfermedad reproductiva, meningitis y conjuntivitis 
(Browning, 2010). 
Los Mycoplasma son los más pequeños microorganismos de vida libre conocidos, se 
diferencian de los virus por su capacidad para crecer n medios libres de células, 
multiplicándose por fisión binaria y son distintos de las bacterias por carecer de pared 
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celular; sin embargo poseen una membrana celular de tres capas que contiene esteroles, 
sustancia no hallada en bacterias ni virus, que le confiere soporte estructural. Su biología 
molecular es intrigante debido a un genoma inusualmente pequeño y una economía 
genética que requiere una dependencia estricta del huésped para su nutrición y refugio. 
Debido a su pequeño tamaño (150 a 250 nm) y plasticidad de la membrana, son capaces 
de pasar a través de membranas de filtros con poros que retienen bacterias. Se consideró 
por un tiempo que los Mycoplasma eran formas L bacterianas (bacterias con pared 
celular defectuosa); sin embargo estas formas L carecen de esteroles en su membrana y 
bajo ciertas condiciones pueden revertir a sus formas originales con pared celular 
(Razin, 1985).  
 
I.2 Clasificación taxonómica 
 
La taxonomía de la clase Mollicutes está basada en criterios de requerimientos 
nutritivos, actividades bioquímicas, morfología y características serológicas.  Tabla 1. 
El término Mycoplasmas o mollicutes ha sido utilizado indistintamente desde 
hace tiempo para nombrar cualquier especie incluida en l  clase Mollicutes. 
En la familia Mycoplasmataceae, los géneros Mycoplasma y Ureaplasma 
presentan gran importancia por encontrarse asociados  enfermedades en el hombre y 
animales y en la familia Acholeplasmataceae, con el género Acholeplasma, las especies 
Acholeplasma laidlawii y Acholeplasma oculi forman parte de la microbiota normal del 
hombre, siendo a su vez capaces de producir enfermedades de características inciertas en 
los animales (Carter, 1985) 
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Tabla 1. Clasificación taxonómica de la clase Mollicutes (Brown, 2007). 
 
 
El género Mycoplasma cuenta con alrededor de 125 especies, de ellas 12 son 
encontradas en los animales. Las especies con mayor imp tancia en el ganado vacuno 
son: Mycoplasma bovis (Mb), Mycoplasma californicum y Mycoplasma bovigenitalium 
(Garrity, 2007). Sin embargo, en los últimos años más de 20 especies de Mycoplasma, 
Ureaplasma y Acholeplasma han sido aisladas de ganado bovino de diferentes cuadros 
infecciosos. En general se considera que los Mycoplasma juegan un papel secundario al 
exacerbar infecciones pre – existentes. Sin embargo, se ha demostrado que Mycoplasma 
bovis puede tener el rol de agente primario. Si bien Mb es considerada una de las 
especies más patógenas y la más frecuentemente aislada a partir de neumonías, mastitis 
y artritis causadas por este género en el ganado vacuno, existen otras especies, como  M. 
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californicum, M. canadense, M. bovigenitalium, M. alkalescens, M. arginini, M. 
bovirhinis, M. dispar, grupo bovino 7 (M. leachii) y F-38, que pueden causar infecciones 
en vacas lecheras. La presencia de estas especies causa problemas en el diagnóstico de 
rutina, ya que no pueden ser diferenciadas solamente por la morfología de la colonia y 
realizar una identificación basada en característica  fenotípicas tales como tests para 
catabolismo de glucosa y arginina, hidrólisis de urea, actividad fosfatasa y formación de 
película y mancha (Film and spot). Estas pruebas son extremadamente laboriosas con 
resultados pocos satisfactorios y certeros (Jasper, 1981, González, 1996). 
 
I.3. Cultivo y características fisiológicas. 
 
Los miembros de la familia Mycoplasmataceae se distinguen por presentar 
características morfológicas y fisiológicas propias. Los Mycoplasmas carecen de pared 
celular y presentan una membrana citoplasmática trilaminar rica en esteroles que les 
confiere una gran sensibilidad a las variaciones de presión osmótica, acción de solventes 
orgánicos, alcoholes de cadena larga y otros agentes qu  afecten la composición de la 
membrana celular e inducen a la célula a un choque smótico (Brown, 2007) 
La presencia de esteroles en la membrana de estos microorganismos y su 
incapacidad de biosintetizar los mismos, condiciona uno de sus requerimientos 
nutricionales más relevantes que es la necesidad de colesterol para su crecimiento y 
desarrollo, el cual debe estar incorporado en los medios de cultivo libres de células 
(Razin, 1978). Además de ser incapaces de sintetizar steroles, los Mycoplasmas carecen 
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de las vías biosintéticas necesarias para la síntesis d  ácidos grasos y precursores de los 
ácidos nucleicos (Brown, 2007); es por ello que en su mayoría se presentan como 
parásitos de organismos eucariotas asociados a la membrana, tanto a la célula como a los 
orgánulos citoplasmáticos (Tang, 2000). 
 
I.4. Caracterización e identificación 
 
Los Mycoplasmas son microorganismos muy exigentes desde el punto de vista 
nutricional. Sus requerimientos culturales son muy altos; la mayoría de los Mycoplasmas 
patógenos se desarrollan en medios libres de células. Los medios de cultivo se elaboran 
adicionándole a la base nutritiva los diferentes suplementos y suero equino, siendo este 
último la fuente de colesterol requerida para su desarrollo. Estos organismos requieren 
una atmósfera de 5 - 10% de CO2  para su cultivo in vitro. Las colonias son pequeñas 
(0,02 – 0,5 mm de diámetro), con el centro granuloso e infiltrado en el agar, recordando 
la apariencia de un “huevo frito” (Hayflick, 1965). 
Entre los métodos para el diagnóstico de la infección por Mycoplasma se dispone 
desde el cultivo, prueba de anticuerpos fluorescentes (FA- ensayo), ELISA, hasta sondas 
de ADN (Razin, 1994; Hopert, 1993) y cada uno de ellos presenta ciertas ventajas y 
desventajas. El cultivo de estas especies consume mucho tiempo debido a las 
condiciones exigentes para su desarrollo, requiriendo medios selectivos como Friis o 
medio T-Mycoplasma de Hayflick para obtener los primo aislamientos (Hayflick, 1965). 
Por otra parte, la identificación de las principales species de Mycoplasma por 
17 
metodología clásica requiere del uso de técnicas muy laboriosas con la adición de 
suplementos para facilitar el crecimiento in vitro (Cerda, 2000, Muñoz, 1990).  
Con el fin de superar estas limitaciones se han desarrollado variados 
procedimientos basados en la tecnología de los ácidos nucleicos. Los métodos basados 
en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la detección de ciertas regiones de 
ADN del genoma de Mycoplasma han demostrado ser rápidos y específicos para la 
confirmación de identidad y diferenciación entre especies (Cremonesi,2006; Sung, 2006; 
Thomas, 2004). En una comparación realizada simultáneamente con otros cuatro 
métodos de detección utilizados comúnmente (hibridación de ADN-ARN en solución, 
DAPI tinción de fluorescencia de ADN, la inmunotinción con un anticuerpo monoclonal 
y un ELISA) se demostró que la PCR produjo significativamente menos resultados 
falsos negativos o falsos positivos que los otros métodos. (Hopert, 1993). Sin embargo, 
la existencia de varias especies de Mycoplasma determina que deban amplificarse 
secuencias de ADN muy específicas para poder diferenciar entre ellas. Por lo tanto, es 
necesario usar cebadores (primers) que hayan sido especialmente diseñados para 
amplificar la región conservada del ARN ribosomal 16S o las regiones de rRNA 16S-
23S encontradas en las especies de Mycoplasma (Baird, 1999, Sung, 2006, Wilmotte, 
1993). 





 I.5 Biología molecular y filogenia de la clase Mollicutes 
 
Los miembros de la clase Mollicutes son los microorganismos procarióticos más 
pequeños capaces de autoreplicarse, conteniendo la información genética mínima 
esencial para el desarrollo de la vida (Razin, 1985; Glass, 2006).  
El genoma circular de doble cadena de estos microorganismos, con un tamaño 
promedio de 500 MDa en los géneros Mycoplasma y Ureaplasma, se caracteriza por su 
bajo contenido de guanina más citosina (G + C) que oscila entre el 24 - 40 % (Garrity, 
2007). La replicación del material genético ocurre de forma similar a otros procariontes, 
reconociéndose un solo sitio de iniciación y otro de terminación a lo largo del 
cromosoma bacteriano (Razin, 1985; Fadiel, 2007). 
Los ribosomas de estos microorganismos presentan las car cterísticas típicas de 
las eubacterias, con un coeficiente de sedimentación de 70S, tres ARN ribosomal (ARNr 
5S, 16S y 23S), alrededor de 50 proteínas, las cuales presentan un perfil físico-químico 
similar a las proteínas ribosómicas de los bacilos Gram positivos. Esto está dado por el 
alto grado de conservación que poseen los genes de las proteínas ribosómicas en el 
genoma de los Mycoplasmas, sin importar la pequeña capacidad genética del mismo 
(Razin, 1985). 
Los genes mejor caracterizados en la clase Mollicutes son los del ARNr, lo cual 
se explica por varias razones: los genes del ARNr y sus productos están muy 
conservados, lo cual los convierte en excelentes marcadores para estudios de filogenia; 
la selección y amplificación de los mismos es relativamente fácil, por lo cual la 
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amplificación de los genes ribosomales sirve como prueba de detección e identificación 
de los Mycoplasmas en las muestras clínicas. Además, el hecho de que stos genes no se 
encuentren repetidos en el genoma, permite su utilización para estudios de mecanismos 
de control de síntesis de los ARNr. La amplificación de la secuencia del espacio 16S-
23S es una secuencia altamente conservada en diferentes divisiones y susceptibles de 
conservarse en la misma familia  (Kiyoso, 1993; Razin, 1998). 
La secuenciación de los genes, tanto del ARNr, ARNt, proteínas estructurales y 
genes de enzimas claves en el metabolismo de los Mycoplasmas, han brindado una 
información útil a la hora de establecer las relaciones filogénicas de estos 
microorganismos (Rocha y Blanchard, 2002). El model filogénico más aceptado en la 
actualidad, establece como antecesores de los mycoplasmas a microorganismos del 
género Clostridium, los cuales eventualmente perdieron la pared celular y sufrieron una 
reducción del genoma (Razin, 1985). Algunos miembros de la clase perdieron los genes 
de las enzimas de vías biosintéticas claves para el desarrollo del metabolismo de lípidos 
y ácidos nucleicos, por lo que comenzaron a evolucinar como simbiontes de otros 
organismos (Brock y Madigan, 2001). 
A través de la reacción en cadena de la polimerasa se sintetiza muchas veces un 
fragmento de ADN utilizando una polimerasa que es activa a temperaturas muy 
elevadas, ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus que vive a altas 
temperaturas, 79°C a 85°C, de ahí su nombre comercial más conocido: taq polimerasa. 
La realización de una reacción de PCR simula lo que suc de en una célula cuando se 
sintetiza el ADN, mezclándose en el tubo de reacción todos los componentes necesarios 
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para hacerlo: la polimerasa, el ADN del organismo a estudiar, donde se encuentra el 
fragmento que queremos sintetizar; los oligonucleótidos, dinucleótidos y las condiciones 
para que la enzima sintetice adecuadamente: cierto pH, determinadas cantidades de 
magnesio en forma de MgCl2, KCI. Esta técnica tiene diversas aplicaciones y se ha 
convertido en una herramienta muy importante en la biología molecular, aplicándose 
desde el campo de la genética de poblaciones, evolución molecular y genómica hasta la 
medicina forense (Bej, 1991). 
Existen diferentes métodos de PCR en función de lo que interesa investigar, 
como son los RAPDSs, AFLPs, ISSRs, SSCP, y otros. Podemos dividir la técnica en dos 
categorías: 1) PCRs para la amplificación de un solo itio conocido del genoma (locus), 
estos requieren conocer la secuencia que se trabaja, por ejemplo cuando amplificamos 
un gen especifico como el 16S, en cuyo caso se utilizan oligonucleótidos diseñados a 
partir de la secuencia de ese gen y se obtiene un solo fragmento de un tamaño ya 
conocido. Con este tipo de PCRs es posible hacer filogenias y para obtener los datos hay 
distintos caminos: desde hacer geles especiales que detectan cambios hasta de una sola 
base entre las secuencias (SSCP), hasta utilizar enzimas de restricción para generar 
patrones de bandas de cada individuo. 
2) PCRs en los que no es necesario conocer la región que se está amplificando, se 
amplifican regiones no conocidas, como zonas hipervariables del genoma, por lo cual no 
se sabe el tamaño del fragmento/s. Estos se utilizan para determinar polimorfismos 
genómico y son los más comunes para fingerprint, ya que es sencillo obtener los datos, 
se observan varios loci simultáneamente y la información de las zonas variables permite 
21 
inferir los datos necesarios para análisis de genética de poblaciones. Existen zonas 
repetidas hipervariables del ADN que pueden amplificarse de esta manera, como los 
sitios que sirven para iniciar la síntesis de ADN en los cromosomas conocidos como 
micro satélites (Bej, 1991 y Dieffenbach, 1995). 
 
      I.6 Diagnóstico de infecciones causadas por Mycoplasma 
 
En general, en el ganado lechero se puede presentar mastitis clínica resistente a la 
terapia antibiótica con la participación de varios cuartos mamarios, a veces los cuatro, 
acompañado de una marcada caída de producción láctea y s creciones anormales de la 
glándula mamaria que pueden variar desde leche con algunos coágulos hasta aspecto  
tipo calostro. Las vacas crónicamente infectadas pueden tener una secreción con 
sedimentos arenosos, secreciones purulentas que pueden durar varias semanas. Las 
vacas que siguen en lactación producen menos leche de lo esperado para la lactancia en 
curso, por lo general con apariencia normal pero con altos recuentos de células 
somáticas. Pueden detectarse Mycoplasma en forma intermitente durante períodos 
variables (Gonzalez, 1996). 
El contagio se efectúa de un animal a otro y en algún punto el animal se 
convierte en portador de la bacteria, transformándose en fuente de eliminación de la 
misma en el tambo. Durante el ordeñe el contagio se produce de vaca a vaca, 
comportándose como una bacteria contagiosa. (Gonzalez, 2003; Fox, 2005). 
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Estos organismos no son exclusivos de la glándula mamaria y pueden causar 
afección tanto en terneros como en vacas. Normalmente habitan en las superficies 
mucosas, incluyendo las de los sistemas respiratorio, u ogenital y gastrointestinal, los 
ojos y la glándula mamaria. En terneros puede causar problemas respiratorios, 
articulares, nerviosos y otitis. La infección respiratoria se trasmite por medio de 
secreciones respiratorias infectadas y el germen llega al tracto respiratorio a través de 
pequeñas gotas aerosolizadas procedentes de un contacto cercano. Las enfermedades por 
Mycoplasmas tienen un periodo de incubación de aproximadamente  2 a 3 semanas. En 
casos de cuadros de artritis, estos pueden afectar un  sola articulación o varias 
(Maunsell, 2009). 
En vacas también produce problemas reproductivos pudiendo llegar a dar abortos, 
vulvovaginitis con granulaciones o pápulas en la mucosa vaginal y descarga que puede 
ser hasta purulenta en vacas adultas. Los Mycoplasma pueden causar infecciones de los 
órganos reproductivos del toro y aislarse del semen en forma intermitente (Gonzalez, 
2003). 
 
I.7 Mastitis por Mycoplasma 
 
La prevalencia de mastitis asociada a Mycoplasma ha sido reportada en todo el 
mundo tendiendo a ir en aumento (Fox, 2003). La enfermedad es altamente contagiosa, 
generando daño al tejido mamario, disminución de la producción de leche, alteración en 
la secreción láctea y eventual descarte de los animales infectados. Con frecuencia, este 
tipo de infecciones mamarias no son adecuadamente diagnosticadas y reconocidas, con 
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la posible difusión de este organismo a través de la venta de vacas infectadas. Además, 
el tratamiento de enfermedades por Mycoplasma es difícil, ya que estos organismos al 
carecer de pared celular, resisten a los antibióticos beta lactámicos, cuyo uso es muy 
frecuente en medicina veterinaria (González and Wilson, 2003). 
El aislamiento de Mycoplasma bovis fue informado por primera vez en Argentina en 
el año 2000 partir de un brote de mastitis que no respondía a la terapia antibiótica en un 
tambo de la provincia de Buenos Aires (Cerdá, 2000), aunque solo recientemente se ha 
comenzado a realizar diagnóstico de esta infección en forma rutinaria en nuestro país. Si 
bien existen más de once especies de Mycoplasma aisladas de bovinos, M. bovis se 
considera la más prevalente en los EE.UU. y en algunos países de Europa. Por lo tanto, 
la mayoría de la información actual proviene de repo tes de casos y trabajos de 
investigación realizados sobre esta especie. Sin embargo, solamente alrededor del 30% 
de los aislamientos que se han obtenido en los últimos tres años en nuestro país 
pertenecen a esta especie (Neder, 2013). Esto determina la necesidad tanto de 
profundizar los estudios acerca de las especies de Mycoplasma causantes de infección 
intramamaria en nuestro país como de desarrollar metodologías diagnósticas que 
contribuyan a una adecuada identificación de las mismas.  
 
La mastitis por Mycoplasma produce alto impacto económico en los rodeos, ya que 
es altamente contagiosa, no existen tratamientos eficac s en los animales y su 
prevalencia en los rodeos no está claramente establcida. Por lo tanto, una identificación 
rápida es crítica para permitir la segregación de los animales infectados a los efectos de 
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prevenir la propagación de la infección y preservar la salud del rodeo lechero. 
Consecuentemente, contar con un método de diagnóstico efectivo para diferenciar las 
especies prevalentes en nuestro país permitirá mejorar los programas de control de esta 






























• Determinar la presencia de especies de Mycoplasma que producen infecciones en 





•     Obtener aislamientos de Mycoplasma spp provenientes de muestras de leche de 
tanque, de vacas con mastitis clínica,  subclínica y de distintas patologías en terneros. 
•     Identificar las distintas especies de Mycoplasma aisladas por metodología molecular. 
•     Desarrollar un método de PCR-simple para la detección de la familia 
Mycoplasmataceae. 
•     Desarrollar una metodología de multiplex PCR para tipificar las distintas especies 




Existe escasa información acerca de las especies de Mycoplasma spp. que causan 
infección en el ganado lechero en Argentina. El desarrollo de pruebas tipo multiplex 
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PCR facilitará la identificación de las especies del genero Mycoplasmas con elevada 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
Los Mycoplasma son los microorganismos más pequeños de vida libre 
conocidos, carecen de pared celular y se diferencian de los virus por su capacidad para 
crecer en medios libres de células. Poseen un genoma inusualmente pequeño que va de 
600 a 2300 kb y una economía genética que requiere na dependencia estricta del 
hospedador para su nutrición y refugio. El pequeño tamaño de su genoma impone 
requerimientos nutricionales complejos, así como la dependencia de fuentes externas de 
precursores biosintéticos tales como aminoácidos, nucleótidos, ácidos grasos y esteroles 
(Razin, 1978). La composición de las bases del ADN mycoplásmico es también 
excepcional, poseen un bajo contenido de dominios guanina- citosina (G+C) a 
semejanza de sus ancestrales bacterias Gram positivas. Presentan además diferencias en 
la composición de sus codones, resaltando la presencia del codón TGA para codificar el 
triptófano a una frecuencia 10 veces mayor a la usul (Razin, 1978). Filogenéticamente 
derivan de un subgrupo de bacterias Gram positivas (Bacillus, Lactobacillus, 
Clostridium y, principalmente, Streptococcus) de las que divergieron hace 600 millones 
de años mediante un largo proceso de evolución reductiva que llevó a la pérdida de la 
pared celular y a una acusada reducción gradual del genoma. Este proceso reductivo 
determinó las características biológicas que los hace únicos entre el resto de las 
bacterias, así como su comportamiento con el hospedador (Hayflick, 1965). 
 
Las infecciones relacionadas con la especie Mycoplasma pueden inducir a una 
variedad de problemas en los organismos vivos, así como en los cultivos celulares in
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vitro. La infección por Mycoplasma puede difundirse por secreciones respiratorias vía 
aerosoles, y contacto entre hocicos de terneros infectados (Madoff, 1979; Maunsell, 
2011) o puede ocurrir por vía interna desde una mucosa olonizada o transmisión entre 
animales (Fox, 2004, Maunsell, 2011). La posibilidad de transmisión de este 
microorganismo a través del consumo de leche bovina infectada es otra posibilidad de 
infección (Butler, 2000, Maunsell, 2011). 
 
Existen más de 11 especies de Mycoplasma que se han aislado de bovinos, entre 
ellas, M. bovis se considera la más prevalente en los EEUU y en algunos países de 
Europa. Otras especies de Mycoplasma han sido también aislados de casos de mastitis; 
entre ellas, Mycoplasma alkalescens, M arginini, M canadense, M californicum y M. 
bovigenitalium. La identificación de las especies de Mycoplasma  causantes de infección 
mamaria requiere de pruebas de PCR que se realizan a partir de las colonias 
presuntamente identificadas como Mycoplasma spp (Hirose, 2001). Mycoplasma bovis  
es la especie patógena causante de pérdidas económias significativas en el ganado 
bovino que ha sido aislada en los países libres de perineumonía contagiosa bovina. Por 
su participación en distintos cuadros infecciosos, Mycoplasma bovis es un patógeno 
trascendente; sin embargo, su prevalencia es subestimada por falta de diagnóstico. Se 
encuentra difundido en todo el mundo y su presencia ha sido diagnosticada en Irlanda y 
países de América del Sur en la última década. En Europa, es responsable de al menos 
un cuarto a un tercio de los casos de neumonía en terneros, aunque estas cifras puede 
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estar subestimadas, ya que pocos laboratorios hacen diag óstico regularmente para 
Mycoplasma (Nicholas, 2003).  
Aunque los mecanismos de patogénesis, son poco conocid s, la adhesión, la 
variación antigénica, y la invasión son imprescindibles para el éxito de la colonización 
de M. bovis. Las infecciones por M. bovis a menudo siguen un curso crónico (Browning, 
2010). Las lipoproteínas variables de superficie (VSP) juegan un papel crucial en la 
evasión del sistema inmune. Estas VSPs exhiben frecuentes cambios de tamaño y 
variación de fase que contribuyen a la naturaleza crónica de las infecciones por M. bovis 
(Beier, 1998). 
 
La presencia de mastitis asociada a Mycoplasma ha sido reportada en todo el 
mundo, en nuestro país se han aislado organismos del gén ro Mycoplasma en casos de 
neumonías en terneros (Almeida, 1982) y en bovinos adultos a partir de casos de mastitis 
y semen (Cerdá, 2000; Bigatti, 2010). En un estudio realizado en Bélgica en leche de 
tanque, sobre 200 tambos que pertenecían a una poblción de 6.287 productores de leche 
de Flandes, MB fue aislado de tres tambos (1.5%) (Passchyn, 2012). En un ensayo 
bianual realizado en los EEUU también en leche de tanque el porcentaje de muestras 
positivas pareció aumentar de forma constante durante el periodo de tiempo del estudio, 
de 2% a 6% (Fox, 2003) y se lo ha detectado en menos del 1% de los tambos en el 
sudoeste de Francia utilizando 345 muestras de lech de tanque (Arcangiolia, 2011). En 
71 muestras de leche de tanque provenientes de tambos del sur de Chile, se lo detectó en 
un 7% (Sickles, 2000) y en un estudio realizado en Portugal en 164 explotaciones 
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lecheras, cinco tambos fueron positivos en la leche de tanque; en cuatro de los cuales 
(2,4 %) se aisló MB, mientras que en el restante (0,6 %) Mycoplasma capricolum subsp. 
capricolum. Los tamaños de los establecimientos ganaderos donde se tectó presencia 
de Mycoplasma spp variaron de 37 vacas en lactación a 143 con un recuento de células 
somáticas del tanque entre 180.000 células/ml a 320.000 células/ml (Pinho, 2013). En un 
relevamiento realizado sobre 129 establecimientos lecheros seleccionados ubicados en 
los Departamentos Castellanos y Las Colonias de la Provincia de Santa Fe, no se detectó 
este patógeno en las muestras de leche de tanque (Ned r, 2014). Sin embargo en los 
últimos años en Argentina se han informado aislamientos tanto de muestras de leche de 
tanque, cuartos mamarios y órganos de terneros a partir de casos en los cuales se 
sospechaba la presencia de este organismo (Allassia, 2012; Neder, 2013). En muestras 
de cuartos mamarios provenientes de casos de mastitis clínica bovina en el norte de 
Grecia, se detectó M. bovis en 18/219 (8,2%) de los casos (Filioussis, 2007). Sin 
embargo, en un estudio realizado en Australia, M. bovis se detectó en el 77% de las 
vacas, de las cuales el 19% solo tuvo M. bovis sin asociación con otra bacteria, el 17 % 
tuvieron M. bovis en combinación con los principales patógenos causante  de mastitis y 
el 40 % tuvieron M. bovis en combinación con bacterias ambientales (Ghadersohi, 
1999). Paralelamente, en los Países bajos se observó el incremento de infecciones por M.
bovis, detectándolo en el 71% de las vacas, de las cuales el 20% eran vacas lecheras y el 
80 % restante eran vacas de engorde (Laak, 1992). 
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Existen otras especies de Mycoplasma spp que causan enfermedades en los 
bovinos; como se evidencia en el estudio evaluado por Pinho (2013) en el cual se detectó 
en forma simultanea la presencia de Mycoplasma bovigenitalium y Mycoplasma 
canadense en 2/164 muestras de leche de tanque, mientras que en na de las 164 (0.6%) 
se halló Mycoplasma capricolum subsp. capricolum. Además, Mycoplasma mycoides 
subesp. mycoides, M. bovis, M. alkalescens, M. bovigenitalium, M. dispar son los 
agentes causantes de diversas enfermedades en vacas y terneros, como mastitis, 
neumonía, artritis, desordenes genitales y abortos. Mycoplasma bovirhinis es un agente 
problemático como invasor secundario en las enfermedad s respiratorias y es el más 
comúnmente aislado de la cavidad nasal de ganado bovino con enfermedades 
respiratorias (Hirose, 2001, Miles, 2004). 
 
Hasta la fecha, el cultivo sigue siendo el “estándar de oro” para el diagnóstico de 
Mycoplasma spp.; sin embargo pocos laboratorios realizan el cultivo debido a la 
naturaleza exigente del microorganismo, la necesidad de agregar un 5-10% de CO2 y el 
mayor tiempo de incubación. Para superar las limitaciones del cultivo se ha utilizado la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para el di gnóstico; sin embargo los ensayos 
de PCR desarrollados tienen poca sensibilidad para diferenciar entre especies cuando 


































III - Materiales y Métodos 
 
III.1 . Muestras 
 
Se procesaron un total de 1548 muestras, de las cuales 107 procedieron de leche de 
tanque de frío, 1412 de leche de vacas individuales y 29 de diversos órganos de terneros 
de casos sospechosos de infecciones por Mycoplasma spp. Estas muestras fueron 
remitidas al Laboratorio de Microbiología de la EEA Rafaela de INTA durante enero de 
2009 a julio de 2016 por sospechar la presencia de est organismo como agente 
etiológico de casos de enfermedad en ganado bovino. Las muestras provinieron de 
establecimientos ganaderos ubicados en la cuenca lechera central de la República 
Argentina; Santa Fe (Clason, Carlos Pellegrini, Esperanza, Humboldt, Arrufó), Córdoba 
(Balnearia, Marcos Juárez), y Buenos Aires (Balcarce, Tandil). 
 
III. 2 Cepas de Mycoplasma 
 
III. 2.1 Cepas bacterianas: Se utilizó cepa de referencia de la “Colección de Cultivos 
Tipo Americano” (ATCC, siglas en inglés) de M. bovis (ATCC 25025).  
 
III. 2.2 Condiciones de cultivo: Para su procesamiento las muestras se sembraron en 
medio de cultivo Hayflick’s modificado (Merck) a 37ºC, en atmósfera de CO2 al 10% 
durante 7 a 10 días (Hayflick, 1965). Se preparó mediante disolución de sus 
componentes en agua bidestilada y se esterilizó en autoclave a 121°C durante 15 
35 
minutos. Los componentes sensibles al proceso de esterilización fueron adicionados 
luego de esterilizar el medio base Mycoplasma. La composición y utilidad del medio se 
detalla en la tabla 2. 
 
Tabla 2. Medio de cultivo de Hayflick's modificado (500 ml). 
Ingredientes Cantidades 
Medio Mycoplasma deshidratado 12.5 gr. 
Suero de caballo 100 ml. 
Extracto de levadura 18% 50 ml. 
DNA Calf Thymus 0.2% 6 ml. 
Acetato de Talio 1% 5 ml. 
Penicilina 200.000IU 2.5 ml. 
Agua destilada 350 ml. 
 
III. 2.3 Conservación de cepas de Mycoplasma 
 
Las colonias sospechosas de Mycoplasma identificadas sobre la base de su 
morfología observada al microscopio con un aumento de 4x, se transfirieron a crioviales 
de 2 ml que contenían un volumen igual de medio líquido de Hayflick’s modificado 
suplementado con glicerol 15% (v/v). Se mezcló y conservó a -80°C (Vyletelova, 2010). 
 
III. 2.4 Extracción de ADN genómico 
 
Se realizó la extracción de ADN a partir de una alícuota de 200 µl del primo 
cultivo conservado a -80ºC, mediante el procedimiento descripto por Thomas y col 
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(2004) modificado y por Hernandez y col. (2009). El primer paso consistió en reactivar 
la cepa en 2 ml de caldo de Hayflick’s modificado durante 24-48hs a 37ºC en atmósfera 
controlada de CO2 al 10%, seguidamente concentrar por centrifugación a 14.000 xg 
durante 10 minutos, lavar dos veces sucesivas con solución de PBS con el objeto de 
eliminar componentes del medio de cultivo cuya presencia pudiera afectar la reacción de 
PCR posterior. Centrifugar nuevamente y re suspender el pellet de células en 40 µl de 
PBS. El producto fue sometido a calentamiento a 100ºC por 10 minutos, seguido de un 
enfriamiento a – 20ºC por 10 minutos, luego se lo sometió nuevamente a centrifugación 
a 12.000 xg por 2 minutos, permitiendo la formación de dos fases. Una fase superior 
acuosa donde se encuentran presentes ácidos nucleicos y una fase inferior en la cual se 
encuentran presentes fragmentos celulares. La fase sup rior fue cuidadosamente 
recuperada y trasvasada a un microtubo estéril libre de nucleasas, en el cual se 
conservaron  a  -20 °C hasta su uso. 
 
III.2.5. Purificación de ADN para secuenciar 
La purificación de los productos de PCR para secuenciar se efectuó añadiendo un 
volumen igual de solución de unión de membrana al producto de amplificación de PCR. 
Mediante el uso de una minicolumna de montaje, se transfirió el preparado a la 
minicolumna incubándose a temperatura ambiente por 1 minuto. Seguido, se centrifugó 
a 16.000 xg por 1 minuto. Se adicionaron 700 µl de solución de lavado de membrana 
(que contiene etanol), nuevamente se centrifugó a 16.000 xg por 1 minuto, se descartó el 
líquido, se repitió el lavado con 500 µl de solución de lavado y se centrifugó por 5 
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minutos. Se vació el tubo colector y se centrifugó por 1 minuto con tapa abierta para 
permitir la evaporación de algún residuo de etanol. Se transfirió cuidadosamente la 
minicolumna a un tubo de centrífuga limpio de 1,5 ml, se adicionaron 50 µl de agua 
libre de nucleasas y se incubó a temperatura ambiente por 1 minuto, posteriormente 
centrifugando a 16.000 xg por 1 minuto. Luego se desechó la minicolumna, y se retuvo 
el líquido en la parte inferior conteniendo el ADN purificado, el cual se conservó a 4°C 
o -20°C (Figura 1). 
                                          
                                Figura 1: Esquema del dispositivo comercializado por Promega para purificar ADN. 
Colocar el trozo de gel o producto 
de PCR 
Agregar la mezcla del gel disuelto o 
producto de PCR preparado al 
ensamble de la Minicolumna SV 
Centrifugar 
Lavar, remover la solución por 
centrifugación 
Eluir el ADN 
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III.2.6. Secuenciación de los fragmentos amplificados. 
 
Para determinar la secuencia de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR (Ver 
III.3.1.1), luego de su purificación, se procedió a la secuenciación de ADN, de siete 
cepas en el Instituto de Biotectnología del C.I.C.V y A INTA Castelar (Bs. As), en un 
secuenciador ABI3130xl (Applied Biosystems). 
 
III.2.7. Análisis de las secuencias y Diseño de primers 
 
Las secuencias obtenidas se analizaron en BIODIT. Las comparaciones con las 
secuencias existentes se hicieron en una interfaz de Windows para el programa de 
alineación de secuencias múltiples Clustal X. Obtenidas las secuencias de interés, se 
procedió al diseño de primers con FastPCR, corregidos en forma manual (Ver Anexo I). 
 
III.2.8. Soluciones utilizadas en los estudios moleculares 
 
- Solución reguladora TAE 50 X (1000ml): Pesar 242 grs Tris base, 18.6 grs EDTA, 
ajustar el pH a 7.7 con Ac. Acético glacial. Enrasa el volumen a 1 lt con agua destilada. 
- Solución de reguladora TAE 1X (500ml): Tomar 10 ml de la solución TAE 50X y 
llevarlo a volumen final 500 ml con agua destilada. 
- Buffer fosfato PBS pH 7.4 (1000ml): Pesar 8 grs ClNa, 0.2 grs KCl, 1.44 grs 
Na2HPO4, 0.24 grs. KH2PO4, ajustar a pH 7.4 con HCI y llevar a volumen final. 
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- Gel Red TM 10.000X: 1: 10.000 en gel de agarosa, colocar 3 µl de Gel Red TM 10.000X 
en 30 ml de solución de gel. 
 
III. 3 Procedimientos para la amplificación del ADN. 
 




Para realizar la PCR genérica de la clase Mollicutes se seleccionaron los 
cebadores Flank F1 y Flank R1, complementarios a un fragmento del gen ARNr 16S de 
la clase Mollicutes descripto por Wilmotte y col. (1993) y Baird y col. (1999). Tabla 3. 
 
 
Tabla 3: Secuencias de oligonucleótidos usados en la detección de Mycoplasma. 
Especificidad Cebadores    Secuencia de nucleótidos 








FlankF1 ACACCATGGGAGCTGGTAAT 56.2  
       488 FlankR1 CTTCATCGACTTTCAGACCCAAGGCAT 60.6 
Tm: temperatura de melting 
pb: pares de bases. 
 
III. 3.1.2 Programa de amplificación 
 
Según lo descripto por Baird y col. (1999) se siguió el siguiente programa de 
amplificación que se detalla en la Tabla 4, para una PCR específica a la clase Mollicutes. 
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Las amplificaciones se realizaron en un termociclador MyGene L Series Peltier Thermal 
Cycler (Long Gene). 
 
Tabla 4: Programa PCR para amplificar un fragmento de ADN específico de la clase Mollicutes. 
Etapas Temperaturas y tiempos Ciclos 




94°C por 30 segundos 
55°C por 2 minutos 
72°C por 1 minutos 
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     Extensión       72°C por 5 minutos 1 
 
III. 3.1.3 Mezcla de reacción 
 
Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 µl conteniendo la 
siguiente mezcla de reactivos (Productos Bio-Lógicos): 2.5 µl de buffer termofílico 10X, 
2 mM de MgCl2, 0,2mM de cada dNTP, 0,03 µM de cada uno de los oligonucleótidos 
sentido y anti sentido, 1,25 U de Taq ADN polimerasa y 50 ng de ADN genómico, 
siguiendo el programa de ciclado detallado en la Tabla 4. En todas las reacciones se 
realizaron controles negativos utilizando una mezcla formulada de igual manera a lo 







III. 3.1.4 Análisis de los productos de amplificación 
 
Para la evaluación de los productos de ADN obtenidos se sembraron las muestras 
en la proporción correspondiente de buffer de muestra 6X en geles al 1,5% de agarosa. 
Los geles fueron preparados en buffer TAE 1X, adicionándose GelRedTM 10.000X 
(Biotium, Inc) a una concentración final 1X. Las corridas electroforéticas se realizaron 
en cubas horizontales (BioRad) en el mismo buffer a 90 V (Voltaje constante). Como 
marcadores de tamaño se utilizó una mezcla de fragmentos de ADN de tamaño 
escalonado (50 pb plus ladder, Productos Bio-Lógicos). Los fragmentos de ADN 
resueltos en el gel se visualizaron en un transiluminador de luz UV (λ 255 nm) (DNR, 
Bio - Imaging Systems). 
 
III. 3.2 Método de la PCR-Simple para la identificación de M. bovis. 
 
III. 3.2.1 Primers 
Para este método fueron seleccionados juegos de cebador s MBOUVR C2-L  y 
MBOUVR C2-R previamente reportados por Thomas et al, (2003); que amplifican una 








Tabla 5: Secuencias de oligonucleótidos usados en la detección de Mycoplasma bovis. 
Especificidad Cebadores Secuencia de nucleótidos 










TTACGCAAGAGAATGCTTCA 56.2  




Tm: temperatura de fusión (melting) 
pb: pares de bases. 
 
III. 3.2.2 Programa de amplificación 
 
Según lo descripto por Thomas et al (2003) se siguió el siguiente programa de 
amplificación que se detalla en la Tabla 6, para unPCR específica a M. bovis. Las 
amplificaciones se realizaron en un termociclador MyGene L Series Peltier Thermal Cycler 
(Long Gene). 
 
Tabla 6: Programa PCR para amplificar un fragmento de ADN específico de Mycoplasma bovis 
Etapas Temperaturas y tiempos Ciclos 




94°C por 30 segundos 
52°C por 30 segundos 
72°C por 90 segundos 
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III. 3.2.3 Mezcla de reacción 
 
En todas las reacciones las mezclas se realizaron de igual manera a lo descripto 
en el apartado III.3.1.3., siguiendo el programa de ciclado detallado en la tabla 6. En 
todas las reacciones se realizaron controles negativos utilizando una mezcla formulada 
de igual manera a lo descripto anteriormente, pero r emplazando el volumen de ADN 
molde por agua bidestilada estéril y controles positivos usando el ADN molde de  M. 
bovis ATCC 25025. 
 
III. 3.2.4 Análisis de los productos de amplificación 
 
Para la evaluación de los productos de ADN obtenidos se sembraron las muestras 
en la proporción correspondiente de buffer de muestra 6X en geles al 1,2% de agarosa. 
Los geles fueron preparados en buffer TAE 1X, adicionándose GelRedTM 10.000X 
(Biotium, Inc) a una concentración final 1X. Las corridas electroforéticas se realizaron 
en cubas horizontales (BioRad) en el mismo buffer a 90 V. Como marcadores de tamaño 
se utilizó una mezcla de fragmentos de ADN de tamaño escalonado (100 bp ladder, 
Productos Bio-Lógicos). Los fragmentos de ADN resueltos en el gel se visualizaron en 
un transiluminador de luz UV (λ 255 nm) (DNR, Bio - Imaging Systems). 
 





III. 3.3.1 Primers  
 
Para este método fueron seleccionados dos juegos de cebadores complementarios 
(Tabla 7), el UVRf – UVRr para M. bovis y el canadF y candR para M. canadense. Los 
pares de primers para M. canadense fueron diseñados a partir de la secuencia  
seleccionada de la región conservada del 16S según el ítem III2.6 y III.2.7. 
 
 
Tabla 7: Secuencias de oligonucleótidos usados en la detección de M. bovis – M. 
canadense 
Especificidad Cebadores Secuencia de nucleótidos 







UVR F TTACGCAAGAGAATGCTTCA 56.2  
       1626 UVR R TAGGAAAGCACCCTATTGAT 60.6 
Mycoplasma 
canadense 
CANDf GCGGAACATTAGTTAGTTGGTA 58.9  
        623 CANDr CGTTAGCTGCGTCAGTGAATT 60.6 
Tm: temperatura de melting 
pb: pares de bases. 
 
III. 3.3.2 Programa de amplificación 
 
Conociendo el tamaño de los fragmentos a amplificar y l s Tm de cada cebador, 
se diseñó el siguiente programa (tabla 8), para amplificar por una PCR-Multiplex las dos 
especies en estudio. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador MyGene L 






Tabla 8: Programa PCR para M. bovis – M. canadense. 
Etapas Temperaturas y tiempos Ciclos 




94°C por 30 segundos 
54°C por 30 segundos 
72°C por 60 segundos 
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Extensión  72°C por 5 minutos 1 
     
III. 3.3.3 Mezcla de reacción 
 
En todas las reacciones se realizaron las mezclas de igual manera a lo descripto 
en el apartado III.3.1.3 siguiendo el programa de ciclado detallado en la tabla 8. En todas 
las reacciones se realizaron controles negativos utilizando una mezcla formulada de 
igual manera a lo descripto anteriormente, pero reemplazando el volumen de ADN 
molde por agua bidestilada estéril.  
 
III. 3.3.4 Análisis de los productos de amplificación 
 
Para la evaluación de los productos de ADN obtenidos se sembraron las muestras 
en la proporción correspondiente de buffer de muestra 6X en geles al 1,5% de agarosa. 
Los geles fueron preparados en buffer TAE 1X, adicionándose GelRedTM 10.000X 
(Biotium, Inc) a una concentración final 1X. Las corridas electroforéticas se realizaron 
en cubas horizontales (BioRad) en el mismo buffer a 90 V. Como marcadores de tamaño 
se utilizó una mezcla de fragmentos de ADN de tamaño escalonado (100 bp ladder, 
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Productos Bio-Lógicos). Los fragmentos de ADN resueltos en el gel se visualizaron en 
un transiluminador de luz UV (λ 255 nm) (DNR, Bio - Imaging Systems). 
 
III .3.4 Método de Multiplex-PCR para la identificación de M. californicum y M. 
leachii. 
 
III .3.4.1 Primers 
 
Para este método fueron seleccionados dos juegos de cebadores complementarios 
(Tabla 9), el CalifF – CalifR para M. californicum y el mycoF - mycoR para M. leachii. 
 
Tabla 9: Secuencias de oligonucleótidos usados en la detección de M. californicum – M. 
leachii 
Especificidad Cebadores Secuencia de nucleótidos 








Calif F CCACCAAGGCAATGATGTT 58         490 
        407 Calif R TGTCAGTATATGTCCAGTTAGC 58.9 
Mycoplasma 
leachii 
MycoF GCCGAACTGAGAGGTTGAT 60.2  
        266 MycoR ATAACGCTTGCCACCTATGT 58.4 
Tm: temperatura de melting 
pb: pares de bases. 
 
III. 3.4.2 Programa de amplificación 
 
Conociendo el tamaño de los fragmentos a amplificar y l s Tm de cada cebador, 
se diseñó el siguiente programa (tabla 10), para amplificar por una PCR-Multiplex las 
dos especies en estudio. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador MyGene 
L Series Peltier Thermal Cycler (Long Gene). 
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Tabla 10: Programa PCR para M. californicum – M. leachii. 
Etapas Temperaturas y tiempos Ciclos 




94°C por 20 segundos 
59°C por 30 segundos 
72°C por 60 segundos 
 
30 
Extensión  72°C por 5 minutos 1 
 
 
III. 3.4.3 Mezcla de reacción: En todas las reacciones las mezclas se realizaron de igual 
manera a lo descripto en el apartado III.3.1.3., siguiendo el programa de ciclado 
detallado en la tabla 9. En todas las reacciones se realizaron controles negativos 
utilizando una mezcla formulada de igual manera a lo descripto anteriormente, pero 
reemplazando el volumen de ADN molde por agua bidestilada estéril.  
 
III. 3.4.4 Análisis de los productos de amplificación. 
 
Para la evaluación de los productos de ADN obtenidos se sembraron las muestras 
en la proporción correspondiente de buffer de muestra 6X en geles al 1,5% de agarosa. 
Los geles fueron preparados en buffer TAE 1X, adicionándose GelRedTM 10.000X 
(Biotium, Inc) a una concentración final 1X. Las corridas electroforéticas se realizaron 
en cubas horizontales (BioRad) en el mismo buffer a 90 V. Como marcadores de tamaño 
se utilizó una mezcla de fragmentos de ADN de tamaño escalonado (100 bp ladder, 
Productos Bio-Lógicos). Los fragmentos de ADN resueltos en el gel se visualizaron en 












































 IV. RESULTADOS  
 
IV.1 Aislamiento e identificación preliminar. 
 
Del total de muestras procesadas 41 cepas fueron identif cadas como Mycoplasma spp., 
el origen de las muestras de las cuales se los aisló fueron: de 10 leches de tanque, 26 
muestras de leche de vaca, 1 líquido articular de vaca, 1 absceso mandibular de vaca, 1 
líquido articular de ternero y 1 muestra de tarso izquierdo de ternero. 
A partir de los primos cultivos en el medio de Hayflick's modificado, las colonias típicas 
de microorganismos pertenecientes al género Mycoplasmas, son muy pequeñas con un 
tamaño de 20 a 100 µm, casi imperceptibles en el medio y evidenciadas como cabezas 
de alfiler. Microscópicamente tienen una apariencia típica semejante a "huevo frito" 
debido a que las bacterias crecen dentro del medio de cultivo. En base a las 
características microscópicas y macroscópicas de las colonias los microorganismos 
fueron identificadas como pertenecientes al género Mycoplasma. Figura 2 y 3.  
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Figura 2: Microfotografía de colonias de Mycoplasma con la típica formación en “huevo frito”.  
Aumento 4X. 
 




IV. 2. Identificación molecular mediante PCR genérica. 
 
La identificación preliminar de los aislamientos se confirmó mediante la técnica 
molecular de PCR genérica (Tabla 3). 
Todos los aislamientos fueron confirmados como perten cientes al género Mycoplasma 
por presentar un producto de amplificación de 488 pb correspondiente a la Clase 
Mollicutes  (Figura 4). 
 
 
Figura 4: Productos de amplificación de los aislamientos correspondientes a la clase Mollicutes. 
Línea 1: Marcadores de tamaño de fragmento (50 pb plus ladder, Productos Bio-logicos), Línea 







IV.3.Identificación molecular de Mycoplasma bovis por amplificación de su 
secuencia conservada. 
 
La amplificación de la secuencia del gen uvr de Mycoplasma bovis permitió diferenciar 
del ensayo aquellos aislamientos nativos cuyo patrón fenotípico fue idéntico al de la 
cepa de referencia Mycoplasma bovis ATCC 25025. 
De las 41 cepas evaluadas, 3 una banda correspondiente a la amplificación del gen uvr, 
coincidente con el exhibido por la cepa de referencia (Figura 5).                                                                 
 
 
Figura 5: Productos de amplificación del fragmento codificante uvr de Mycoplasma 
Líneas 1: Marcadores de tamaño de fragmento  (100 pb ladder, Productos Bio-Logicos);  Línea 
2, 3 y 4: producto de la reacción de PCR a partir de ADN genómico de cepas incógnitas de 
Mycoplasma spp; Línea 5: producto de la reacción de PCR a partir de ADN genómico de la cepa 
Mycoplasma bovis ATCC 25025; Línea 6: control negativo. 
 
IV.4. Identificación molecular de aislamientos diferentes a Mycoplasma bovis. 
 
Treinta y siete aislamientos fueron identificados a nivel de especie, 31 pertenecieron a   





Figura 6: Productos de aplicación de los productos de PCR-Múltiple. Líneas 1 y 12: Marcadores 
de tamaño de fragmentos (100 pb ladder, Productos Bi -logicos), Líneas 2 a 8: muestras 
incógnitas de Mycoplasma spp (266 bp), Línea 9: control negativo de reacción, Línea  10: 




Del total de aislamientos, uno de ellos fue identificado como M. canadense 
(Figura 7), según el método de Multiplex PCR diseñado para la identificación de M. 




Figura 7: Amplificación de los productos de PCR-Múltiple uvr-canadense. Línea 1: 
Marcador molecular (100 pb ladder, Productos Bio-logic s), Línea 2: control interno M. 
bovis, Línea  3: control interno M. canadense, Línea 4: control negarivo. 
 

















Número y porcentaje 
sobre total de aislados 
Origen (número de aislados) 
M. bovis 3 (7,32%) Leche de tanque (2), artritis (1) 
M. californicum 6 (14,64%) Infección mamaria (4), leche de 
tanque (2) 
M. canadense 1 (2,44%) infección mamaria 
M. leachii 31 (75,6%) Infección mamaria (21), leche de 
tanque (6), artritis (3), absceso 
mandibular (1),  































En el presente trabajo se informan los aislamientos de distintas especies de 
Mycoplasma aislados de afecciones que afectan al ganado bovino en la cuenca lechera 
central Argentina. Los especímenes clínicos correspondieron a un muestreo de 
conveniencia, basado en muestras remitidas por médicos veterinarios que sospechaban la 
presencia de infecciones por Mycoplasma en establecimientos visitados, por lo cual la 
determinación de la prevalencia de infección en los rodeos supera los objetivos de este 
trabajo. La identificación de microorganismos nativos no solo es una herramienta útil 
para conocer las especies que habitualmente están presentes en una región, sino que 
también es de gran importancia para el desarrollo de investigaciones sobre el mecanismo 
de infección y para estudios de epidemiologia molecular, que determina la relación 
genética de los aislamientos, su asociación a un brote de enfermedad o el 
reconocimiento de cepas virulentas. 
 Dentro de las especies de Mycoplasma, M. bovis es un importante patógeno que 
causa enfermedades respiratorias, mastitis y artritis en el ganado. Se encuentra en todo el 
mundo y se ha extendido a nuevas áreas incluyendo Irlanda y algunos países de América 
del Sur en la última década. En Europa es responsable de al menos un cuarto de todas las 
neumonías en teneros (Nicholas, 2003). Uno de los paí es pioneros en la búsqueda e 
identificación de este patógeno es E.E.U.U de Norteamérica donde se ha aislado con 
frecuencia a M. bovis tanto de vacas como de terneros, alcanzando un 60% de los 
aislados (Maunsell, 2009; Boonyayatra, 2011); para los cuales se han desarrollado 
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metodologías analíticas moleculares tanto de PCR convencional como de polimorfismos 
de fragmentos de restricción (Boonyayatra, 2011).  
La variabilidad en la prevalencia de este patógeno en el mundo es diversa, en 
Bélgica se observó que solo el 1,5% de las vacas leheras excretaban M. bovis en leche 
(Passchyn, 2012), mientras en Portugal la prevalenci  en leche de tanque fue del 2,4% 
(Pinho 2013) y en Japón el 2,56% hallado entre otros Mycoplasma (Higuchi, 2011). En 
el presente estudio, el hecho de tratarse de un muestreo de conveniencia no permite 
efectuar comparaciones acerca de la prevalencia de este patógeno. El organismo fue 
aislado a partir de muestras de leche de tanque y duna vaca con artritis en un 
establecimiento lechero. En nuestro país, la presencia de M. bovis fue descripta por 
Cerdá y col. (2000) como causante de un brote de mastitis clínicas refractarias a la 
terapia antibiótica en un establecimiento lechero de la Prov. de Buenos Aires. 
Posteriormente, Tamiozzo y col. (2104) informaron  que en un total de 14 aislamientos 
obtenidos a partir de leche de cuartos mamarios y tanque de frío caracterizados como 
Mycoplasma spp, la mitad fueron identificados como M. bovis. Considerando que M. 
bovis es la especie de Mycoplasma más frecuentemente aislada a partir de bovinos en 
otros países (Maunsell, 2011), sería deseable realizar estudios sistemáticos en nuestro 
país para determinar su prevalencia en los establecimientos lecheros. 
Mycoplasma californicum es una de las especies más frecuentemente aislada de 
casos de mastitis bovina (González y Wilson, 2003). Se han descripto casos tanto en los 
EE.UU. de Norteamérica, como en Japón (Jasper, 1981; Hata, 2014). Recientemente fue 
descripta su presencia en Argentina a partir de muestras de leche de cuartos mamarios y 
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tanque de frío, aunque no se brindó información sobre los casos (Tamiozzo,  2014). La 
presentación de esta especie ha sido descripta en forma de brotes de mastitis clínicas, 
posiblemente originados a partir de descargas urogenital s en vacas infectadas en forma 
subclínica (Fox, 2005). En el presente estudio este organismo fue aislado a partir de un 
brote de mastitis refractarias a la terapia antibiótica, así como de leche de tanque del 
mismo establecimiento. Si bien por tratarse de un establecimiento comercial no se 
pudieron realizar estudios posteriores, el método de diagnóstico desarrollado, permitirá 
en el futuro realizar estudios para determinar la importancia de esta especie en los 
rodeos lecheros.  
En el año 1976, se describe una nueva especie de Mycoplasma que afecta el 
tracto genital bovino y siendo también causante de mastitis en el rodeo, problemas en las 
articulaciones y onfalitis en terneros, conocido como Mycoplasma canadense (Langford, 
1976). En forma similar a M. californicum, esta es una de las especies más 
frecuentemente asociadas a brotes de mastitis (González y Wilson, 2003; Fox, 2005). En 
el presente estudio se aisló solamente una cepa de un caso de mastitis. Recientemente 
Tamiozzo et al. (2014) informaron el aislamiento de esta especie a partir de muestras de 
leche en nuestro país. 
Existe en el universo de especies, un cluster de Mycoplasma mycoides cuyo 
origen del grupo se remonta a 10.000 años atrás, lo que sugiere que el establecimiento y 
difusión del cluster coincide con la domesticación del ganado (Fischer, 2012), el mismo 
consiste en seis tipos de Mycoplasma patogénicos que causan enfermedades en los 
rumiantes. Este cluster está compuesto por cinco taxones reconocidos y tres subclusters, 
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los cuales corresponden a Mycoplasma mycoides ubespecies, Mycoplasma caprilicum 
subespecies y la nueva especie Mycoplasma leachii (Manso-Silvan, 2009), este último 
también conocido anteriormente como Mycoplasma sp. Bovine grupo 7 (Djordjevic, 
2003; Tardy, 2009), por lo tanto M. leachii es una nueva designación de la especie 
Mycoplasma sp. Bovino grupo 7, el cual fue inicialmente hallado de fluidos articulares 
de terneros artríticos en Australia e informado su aislamiento en el ganado de China 
(Chang, 2011). En el presente estudio, se identificó M. leachii en muestras tanto de leche 
de tanque, infecciones mamarias, artritis y un absceso perimandibular. Los especímenes 
clínicos pertenecían a distintos animales de un mismo establecimiento. Cabe destacar 
que, de acuerdo con la bibliografía consultada, este es el primer informe sobre 
aislamiento de M. leachii en Argentina. 
El diagnóstico microbiológico que se realiza a través de métodos moleculares, 
como la amplificación del ADN por la técnica de  PCR y sus variantes, demuestra ser 
una herramienta eficaz por su alta sensibilidad, especificidad y rapidez, sobre todo en la 
detección de patógenos extremadamente exigentes en su viabilidad y multiplicación in 
vitro, como lo son las especies de la clase Mollicutes. Numerosos autores utilizan los 
métodos de diagnóstico de PCR para la identificación de especies de Mycoplasma 
considerándolo como un método rápido y sensible para la detección de estos patógenos 
(Miles, 2004; Amores, 2010; Sung, 2006; Chávez Gonzáles, 1995; Takashi, 1992; 
Higuchi, 2011); sin embargo, no hay información sobre la aplicación y desarrollo de 
Multiplex PCR como la desarrollada en este estudio. S  bien es deseable lograr una 
técnica de Multiplex PCR que amplifique la mayor cantidad de fragmentos distintos para 
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discriminar entre cepas, debe considerarse que tenindo un solo target de amplificación 
como fue el gen específico uvrC, estas posibilidades se ven limitadas. Esto podría 
lograse con tecnologías más sofisticadas, pero a su vez de mayor costo. 
Consecuentemente, con el uso de dos reacciones de PCR se puede discriminar entre las 
especies aisladas con mayor frecuencia en el país hasta el momento. 
Los resultados de esta investigación confirman la presencia de estos patógenos en 
muestras tanto de leche de tanque y cuartos mamarios, como de líquido articular de 
vacas y terneros y abscesos mediante técnicas molecular s al alcance de laboratorios de 
complejidad mediana. Este nivel de identificación será de gran utilidad para la 
realización de estudios epidemiológicos que permitirán generar información sobre la 






































• La amplificación de la región 16S de los aislamientos de Mycoplasma permitió la 
identificación a nivel de género, confirmando la identidad de los aislados obtenidos por 
metodología clásica de cultivo. 
 
• La prueba de PCR para la detección de M. bovis, dirigida al gen uvr, mostró una buena 
especificidad. 
 
• La amplificación y secuenciación de la región 16S  RNAr de las cepas de Mycoplasma 
permitió desarrollar los primers para la realización de dos Multiplex PCR para 
identificar las especies aisladas a partir de especímenes obtenidos de rodeos lecheros. 
 
• La implementación de las dos técnicas de Multiplex PCR permitió identificar a nivel de 
género y especie de aislamientos pertenecientes a: Mycoplasma bovis, M. californicum, 
M. canadense y M. leachii, contribuyendo al estudio de las especies y constituyendo una 
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APENDICE I: ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS PARA LAS CEPAS 13, 14, 
15 33, 4E y 66. 
 
